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(g) Compoida daatMa 4 raneapaulatton dana laa 6ffythrocyCa»flouvaaiix d6rMa da la nataxona at 
naltvaxona. 

@ La pr^sante invention se rapporte t un 6&tM destfrid d I'encapsulatbn dans las drythrocytes d'un 
compost biologiquemenl act» hydrophobe caraclfiris6 en ca quil est constilud dudtt compos* 
btologlquement actif coupl* chlmiquement d un groupemenk chimique d caractdra hydrophiie. par un 
6ldment de liaison qui est dhrd par lee enzymes lysosomlales eVou plasmatiquea mats qui est stable 
dans les drythnx^es. 
Ella conceme plus parttculi^emant les d^6s de fomrule I : 




(» 



las Gon^SiUona phamttceutlquas les contenant at les Erythrocytes rescdl6s, de mfime que leur 
utilisation h IStrd da pnxirogues de la naloxone ou de la naltrexone. 
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COMPOSES DESTINES A U ENCAPSULATION DANS LES ERYTHROCYTES - NOUVEAUX 
DERIVES DE LA NALOXONE ET NALTREXONE 



Cette invention rftalis^e dans ies Laboratoirds suivants : Laboratoire de Chimte BioorganrquB et Anafytlque 
- Unhrersttd d'0ri6ans ; Laboratoire de Biophannacologie transfusIonnella-GRTS de Tours ; Laboratoira de 
Pharmacologie et toxicologle fondamentales-CNRS de Tours, se rapporte k dea composds chimiquea utSes 
notanrunent pour llntemallsation ^rythrocytaire de composes tnologiquement acttfs et plus particuUdrement h 
5 da nouveaux d6riv6s de ia naloxone et de la naltrexone. 

II a d6t|ft 616 rtaltsd des encapsulations de substances dans Ies Erythrocytes (Green R. et Al, The LANCET 
(1980) ; p 327 ; ROPARS, NICOLAU, CHASSAIGNE - FR B2 11749) 

Cependant, rttfSisation de globules rouges pour le transport de medicaments hydrophobes pose encore 
aujourdliui des difficuttfe lors de ilnteraction de ce type de medicaments avec la membrane 6rythrocytalre. 
10 On assiste soft k une fiiite plus ou moins raplde du vecteur, sott d une adsorption considerable qui ne penmet 
pas una fritemailsatbn du produl 

Un des objets de la presents invention est preclsement de proposer une solution au probieme precite. 

Plus particulierement la presente invention se rapporte d un d6riv6 destine k rencapsulation dans Ies 
erythrocytes d'un compose blologiquementactif hydrophobe caracterise en cequ'9 est consUtuedudit compose 
15 biologlquement actff couple chbnlquement e un groupement chimique e caiactdre hydrophile par un element 
de liaison qui est dhre paries enzymes iysosomlales etTou i^asmatiques mala qui est stable dans Ies erythro- 
cytasL 

De tela composes chfmlques de par leur structure presantant un caiactere hydrophile accentue, une Inta- 
ractk}n faible avec la membrane erythrocytalra et une stabmte chimique d regard des diverses enzymes pre- 
20 sentes dans ce type de cellules. Enfin, lors de ia destruction des ^ythrocytes par le systems phagocytab^ Ds 
peuvent etre dives par Ies enzymes Iysosomlales ou plasmatiques et lifcterer ansi le medicament 

Le groupement chin^que & caractere hydrophile utHIse selon I'invenfion peut dtre une cha^e contanant un 
ou plusieurssucres et/ou un on pKisieurs acldes amines. II peut egalemant s'aglr d'un radical siilfate phosphate, 
polypho^hate ou autre fonction hydrophOe. 
25 Panni Ies composes chimiques objet de la presente bivention on dtera tout particulierement de nouveaux 
derives de la naloxone, de la naltrexone, et du naltrexd. 

La naloxone est un antagoniste pur et specffique de morphlnomkndtlques sans effet agonista. 

La presente invention se rapporte done egatement k un compose chlnilque selon llnvention caracteiise 
en ce qu'ii est rsprdsente par la formule generale I : 

30 
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(I) 



45 dans laquelle : 

- soft A| represente le groupement OH et Aj est Fatome d'hydrogene, soit A| et Aj ensambla avec ratoms 
de carbone auxquels Bs sent rattaches fomient un groupement carbonyle 

CC=o), 

60 

" Ri represente un groupement -CH2-CH-CH2 ou 
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- 01^ reprdsentfi un groupdment 6ulfata ou un groupement phosphate ou polyphosphata de formule II : 



dans laquellB : 

. R4 est choisi pomi un alkoxy en Ci_3 , OH et ses sels alcalins, 
. X est un cation alcalin et de prdfdrence Na^. et 
. n fepr6sent0 un entler de 1 d 3, et 

- 0R3 reprdsente OH ou im groupement sulfate, la condition que si Ri reprfoente -CHrCH^CHa et A 

un groupafflent CHOH. OR2 etfou OR3 sent diffigrents d'un groupement sulfeta. 

Les ddrivds de la naloxone et de la naltrexone sont des esters de naloxone et de naltrexone ot)tanus par 
greflage sur Ifiydroxyla en po&Ulon 3 d'un groupement monophosf^ate ou polyphosphate ou, sur les hydroxy- 
tes en positions 3 et/ou 14. de groupements sulfate. 

Pamu ces con^osSs, on cftera tout particulidrement les d^iv^s dans lesquels OR3 reprteenta un grou- 
pement OH et OR3 un groupenr^nt phosphate ou triphosphate de fonnule II. 

Ces composes de fonnule g6n6rale I sont Int^ressants d titre de prodrogues de la naloxone ou naltrexone* 
En raison de leur caractdre hydrophlle, lis peuvent 6tre intemalisds de rnanidre satisfaisante dans les globules 
rouges. Enfin, lors de la destruction desdils globules rouges. Us sont hydrolysis In vivo etUbtentaSois la m6l6- 
cule du oomposd Uotoglquement acUf, c*est-d-dlre la naloxone ou la ndtrexone. 

Ces compos68 sont ot}tBnus par estfirification d'au moins un hydroocyle de la naloxone ou de ia naltrexone. 

Mors que le dlsulfate de naloxone en position 3 et 14 et le monosulfata en position 3 ont ddjft fait rofcjet 
d'une description dans la littdrahire (Under C. and Fishman J., J. Medicinal Chem. 16, 553. 1973), les dilTdrentS 
sulfates de la naltrexone ^talent aujourd'tiui encore Inconmis. 

A partlr des pr6cddents travaux citds, les inventeurs ont done apr6s modification du protocde opdratoire, 
Isold les deux d6riv6s de la naltrexone recherche. L'obtention du dlsulfate fait Inteiventr une sutfetation direc^e, 
ceSe du monosulfete en position 3 un processus de t>locage et de d^blocage utaisant les esters ac6tiques. 

Dans le cadre de la prdparation des d^te phosphat6s de fomnule g6n6rale 1 • le traftement da la naloxone 
ou naltrexone par le ddrlvd chlor6. engendrft k partir du dbngthy^hosphHe, penmet dans les oondUons appro- 
prides restdrificdtion sdlecfive de Thydraxyle en position 3. 

Les esters ainsi prdpards et soumis k raction de fiodure da sodium donnent ensuSs nalssance aux phos- 
phates monosodlques correspondants. 

Ainsi, la condensation sur la naloxone du cyanodthyl NiN-dOsopropylchlorophosphoramidSe au sebi du 
cNorure de mdthyidne en presence de dilsopropyldthylamlne concfaiit au monoester en position 3, qui paraction 
du cyano-2-dthanol et du tdtrazole puis oxydatlon au moyen de rhydroperoxyde de tert butyie. g6ndra le phos- 
phate correspondent groupements protacteurs cyanodthyle sont dtominds par rammoniac au sen du 
mdthand. le sal d*ammonium est ensuite tranaformd en analogue 8od6 par passage sur rteine dchangeuse 
dTions. 

En ce qui conceme la naltrexone, la sdquence utillsde m appel au pyrophosphate de tdirabenzyle. Ainsl. 
le phdnate de IWiium ou de sodium, obtenu pat traltement de la naltrexone respectlvement avac le disopropy- 
lanttdure d basse tempdrature ou avec I'hydure de sodium d tempdrature amblante, est als&nenk phosphoryld 
au moyen du pyrophosphate prdcddenunent mentionn& 

LliydrogdnolysederesterformdsuMed'imechromatographlesurrdsinetehang 
ler alors le sel disodlque recherchd. 

Le mftme processus est ufillsabie avec la naloxone si ce n'est qu'en raison de la double liaison sillySque, 
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la coupure de8 esters benzyliques est rdalis^ avec le bromure de trim^thyls3yie. 

A partir des d6rtv6s monophosphatda de ta naloxone et de la naltrexone, il peut dtre ensuite r6alis& la pr^ 
paratton da d6rMs triphosphate au moyen du I.V carbonyldiimidazole, suivi d'un tr^tement parie pyrophos- 
phata. 

Lo 6-p-nBltrQxol-3-phosphate est obtenu par traltement du 6-p-naltraxol avec le t^trabenzyle pyrophos- 
phate dans les m&mes condftions que celles dterites prdcMemmenl, lo 6-p-nallraxol 6lanllul-ineme engendrfe 
k partir de la naltrexone aelon la litt^rature (Chatteijle et al.. J. Med. Cheia. 18^ 490, 1975). 

En ce qui conceme les composes selon Finvention de fbrmule gSndrale I, D est en outre Important d'^tudler 
leurs propri^tfe dinteraction avec iea difT^rents tissus de r^cepteurs des opIac6s : affinity et sdtectlvitd. 

Par consequent, afin d'apprdcter oe!tes>d, 9 a 6t6 test6 la capacttS de quelques d6riv68 de la naloxone et 
da la nalttexone d se fixer sur un rteepteur sp6ciflque de ces demiers. 

n est connu que la multiplidtA des effets engendr6s par les analgdsiques de type morphine r^sulte de I'actl- 
vation s&nultante (non selective) par cette demi&re de plusieura type -fiis et k- de r6oepteurs sp^clflques cen- 
traux et p^hdrfques dont les propriStSs de liaison in vitro et lea dislributlona r6glonalea ont 6t6 dairement 
dlff^end^es. On connaft & rheure actuelle, de nombreux Itgands sptoTiques des stes opibTdea. 

Alnsl, les sites opiotdes de type et k co-existent dans ie cerveau des nrammiftres mais en proportions 
diffdrentes selon i'espdce* Les pourcentages de sites opioWes de type et k sont respectivenwnt 46, 42 et 
11 dans le cerveau de rat, 24. 32 et 44 dans le cerveau de cobaye 43. 19 et 38 dans le cerveau de lapln. N6an- 
molns. certaffies "pr^^araton^ contiennent un type partteulier de site opioTde en proportion trte 6lev6e : le cer- 
valet de lapbi contient 80 % de sftes de type ii. les cellules hybrides neuroUastome x gfiome NG 1 08-15 : 100 
% da sites da type 8 et le cerveletde cobaye : 85 % de sSbs de type k. 

n a en outre M mis en Mdence une r^ulation aHostfirlqua difHrenfieile da la Galson in vitro des agonlstes 
et des antagonistes non seulement au site de type S nnats aussi aux sites de type fi et k : la fixation d'un agoniste 
estfortementinhft^de en pr^ence d'ions Na^ et de 5'-guanyIylinudodiphosphate (GppNHp) ators que, dans 
ces oondittons, ta fixation d'un antagonists ne Test pas. 

Les d6rtv6s de la nakixone etde la naltrexone, objets de la pr§sente imrention, se caract^sent^galement 
par une affinitd apparente aatlsfaisante pour les sites optoMes et k. 

La pr6sefite Invention ae rapporta 6galement aux compositions ptiarmacaufiques caract6ils6es en ce 
qu'ellea comportent, d Utre da princ^ actif, au moins un oompos6 salon finvention. 

Sefcm un mode pii6f6r6 de nnventton, on utOlsera un composd defonnule gdndrate L 

Les composes de Ibmiide gdnfirale I peuvent ^alement 6tre utilises selon rinvenb'on & titre de prodiogues 
de la naloxone ou de la naltrexone. 

La prdsente Invention se rapporle ^galememt aux Erythrocytes rescell^ contenant au molns un d6r{v6 
selon rinventloa 

Par ^hrocyte rescelld, on entend designer un Erythrocyte cpji a subi une lyse puis une roconslitution de 
la membrane 6rythrocytaire. 

Les exempies donnds ci-dessous d titre non Gmitatif permettront de mettre en Evklence d'autres caractE- 
riatlques de la prdsante inventton. 

EXEiyiPLEI : 

Pr^aration des d6rlv6s disulfatEs de la naloxone etda la naltrexone en positions 3 et 14 

0,30 nunol du chlorhydrate de naloxone (ou naltrexone) sont agitSs en presence d'un exc^ de dk:ydo- 
hexylcarbodiinolde (3,13 mmol) dans du dlm6thytfbmiamlde (4 ml). L'ensennble est maurtenu k 0°C. Un volume 
da 0,5 ml tfUna aohiton Mda de H2SO4 (0;2 ml. 3,47 mmoQ est bIoM au mdlange. Aprds 1 heure d'agitation 
A 0«C le melange est ajust6 a pH9 avec NH4OH (10 %) et la dlcydohexyturte est 6Iimin6a Apite ^oratbn, 
le rEsidu obtenu est dissous dans 1 ml de DMF. ensuite mM pour 6iimlner les aela inoiganiqiies. Le d6rW6 
4-d1sulfate prMplte avec de rao6tate d*6thyle. La fittratton donne un produit bianc. 
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Rendcment : = -CH2-CH=CH2 : 79 % | 
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Description des composfia : 

Pour = -CH2-CH=CH2 : 

IR (KBr) : 0(OSO3) 1250 cm'^ ; v)(C=0) 1710 cm"^ 




IR (KBr) : ^(OSOj) 1250 cm-^ , i>(C=0) 1720 cm'^ 



EXEWPLE2; 

PnftparatioD du d6rlv6 monosutfatf d« la naloxone et de la naltrexone en position 3 

La diaodt/lation de la naloxone (ou naltrexone) (0^6 mmol) en presence de 4 nd d'arriiydride ac6tlque se 
fal d reflux pendant una heme. Aprte Evaporation, le rdsMu est dissous dans du dicMoromdthane, et extrait 
plusfeurs fots au moyen dHine solution aqueuse de 5 % NaOH puis avec de feau. La phase organique est 4va- 
por^, et le pioduit est purifi^ par passage sur une oolonne de silice (fluent : MeOH-CHaCIs : 1/9). 



Rendement : R^ = -CH2-CH=:CH2 : 91 % ; ^ -CH^-CHj s 86 % 



Descifptlon des composte : 



Pour R^ r -CH2-CH=CH2 



IR (KBr) : i)(C=0, I* acetate) 1730 cm"^ |^(C=0, 3 acetate) 1760 cm'*. 
Pour Rj = -CHj-CH | 
IR (KBr) : D(C=0, li> acetate) 1720 cm"* } i)(C=0,3 -acetate) 1760 an"^ 



0,33 irvnol du composd 3.14-ac6tate sent hydrolysis par action de 12 ml dHjne solution aqueuse de H2SO4 
d 4 % pendant 24 heures d temperature ambiante. Le mtiange r^ctionnel est ajustd & pHS avec NH4OH (10 
%), et extrait au dichlofomdthane. Aprds stehage et Evaporation de la phase oiganlque. le ddrlv6 14-ao6tat0 
est purifiE sur une colonne de siilce (Eluant : MeOH-CHaQli ' 1^)- 

Rendement : R, = -CH^-CHcCH^ : 77 % ; Rj =» -CHj-CH | t 79 % 



CHj 



Descrlptton des oomposEs : 



Pour Rj = -CH2-CH=CH2 : 

IR (KBr) : >)(CsO, 14-acetate) 1730 cm"* ;l)(0-H) 3*20 cm"*. 
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5 Pour R, = -CH^-CH 

IR (KBr) : i){C=0, l*-acetate) 1730 cm'^ ; P(O-H) 3*20 cm**. 

iO Un in6lange de ddrivd (0,26 mmol) et da DCCl (3,00 mmol) est agU6 dans 3 ml de la DMF, aux- 

quels on ajoute ensuita 1 m! d'une solution frolde de H2SO4 (0,029 ml, 0,516 mmol) dans du DMF d ^O, Aprds 
une haure d'agitation, la dicydohexyhirte est 6llmln6a par simple fBtratlon, aprds avoir basifid le mdlange r6ao* 
tionnel aveo NH4OH (10 %) d pH9. Le rtekfu obtenu, dissous dana 2 ml de DMF, est de nouveau fUtr^ pota- 
6llmlner les seis inonianiques. Le pnxlult prtefplte par action de rac6tate d'dthyle. 

Rendement : Rj = -CH2-CH=CH2 : 63 % j RjS-CHj-CH | : 50 % 

Description des composte : 

35 Pour = -CH2-CH=CH2 : 

IR (KBr) : D(OS03) *^^° ' ^(C=0, l^-acetate) 1730 cm"^. 

CH2 

* Pour R, a -CH^-dH 1 

IR (KBr) : 0(0503) 1250 cm"^ 5 V)(C=0, l^^-acetate) 1730 cm"^ 



Le passage au d6riv6 3HnonosuIfat6, se fait par traitement de (0.10 mmol) du compos6 3-sulfat6- 14-ac6* 
tato par une solution diu6e de NH4OH (20 ml, pH9). Lliydrolyse est maintenue pendant 2 heures d tempSiature 
ambianta sous agitation constante. Apr6s Evaporation, le monosuKata dissous dana 1 ml de DMF, pr6dplte 
en prftsenoe de I'acdtate tfftOiyle. 

Rendement : R| = -CH2-CH=CH2 : 65 % ; Rj = -CHj-CH j : 75 %. 



Desciipfon des composte ftoaux 



Pour R^ = .CH2-CH=CH2 : 
^ IR (KBr) :\)(OSOJ 1250 cm'^ ; 0(0=0) 1720 cm'^ 



» Pour R, = -CH,-CH 



IR (KBr) : D(OSOj 1250 cm"^ ; v)(C=0) 1720 cm"^ 
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EXEMPLE3: 

5 Pr6paration des monophosphaias monosodlques dd la naloxono et de la nallraxono 

A -10*^0 sous agitation on ajoute goutte k goutte k un m^nga de 1 eq de naloxone (ou naltrexone) dissous 
dans du dichlorom^thane et 5 eq de la bi6thylamine, 3 eq de (CH30)2P(0)a (diu6s 20 fob dans !e benzdne). 
A la fin de TaddiUon, le melange est ramen6 d temperature amblante puis agit6 48 heures. Aprte concefitration 
10 k sec, on reprend la rteldus darts du dIchloramdShane. Ensuita on rdallse un lavage avec du blcarfoonata & 5 
% puis rapidement avec de I'eau, pour obtsnir le dMv6 pliosphate diin6lhyl6 avec des rendements de : 

CH-, 
/ ^ 
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R| = -CHj-CHrCHj : 83 % ; = .CH^-CH | z Z5 % 



CH^ 



La ddmdthylabon se r6alisa au nwyen d'un excds dlodure de sodium (5 eq) dans Tacdtone, et conduit au 
20 monophosphate monosodlque. 

Rendement : R^ « -CH2-CH=CH2 : 95% ; R| = -CH^-CH [ : 96 % 

25 ^CH^ 

Description des composes : 



Pour R| = -CH2-CH=CH2 : 

IR (KBr) si)(P=0) 12«fO cm'^ ;l?(C=0) 1720 cm"^. 



Pour Rj = .CH2-CH I : 
^CH2 

[R (KBr) : l)(P=:0) 12<^0 cm-1 ; 0 (C=0) 17W cm*^ 



EXEMPLE 4 : 



45 Preparation dot d6rlv4s monophosphatfta disodlquas da la naloxone et de la naitraxone 

1) Phosphorylation par le 2-<yano«hy»J Jj^isopropylcWorophosphoiamidae I 

Le traitement de naloxone (ou naltrexone) (0,55 mmol) par la 2-pyanQ6lhyl N.N-dQsopiopytchloiophospho- 
60 ramidlte (0 J2 mmol) au sein du dlchlorom6thane en presence de N-^thyl- N^N-diisopropylamina (1 ^7 mmoi), 
conduit au monoester coirespondant avec un rendement de 99 %. reaction se fait sous argon k tamp6ralure 
amblante pendant 1 heure. Ensuita par action du cyano-2-6thanol (0,55 mmol) et du t^bazole (0.65 mmol) pen- 
dant 1 heure, pub oxydatkin par de Itiydroperoxyde de tert butyle (0,2 ml) pendant 1 h 20 on obtient le d6riv6 
phosphate dont les groupements protecteurs cyano^fhyles sont 6limln6s par I'ammonlac dans du m6thanoi. 
55 On tranalbrme enaulto ce ddrhrd en phosphate disodlque pa- passage sur rfeine tehangeusa d'ions. Rende- 
ment : 55 %. 

2) Phosphot^atkm par le ttebenzyla pyrophosphate (TBPP) 



Deux m6thodes sont dtoftes : 
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A) A une solution & O^'C do naloxone (ou naJtrexone) {0,15 mmol) en presence de diisoprop^amidure de 
litMum (0,16 nunoC) dans le tfitrahydiofurane, on ajoute i -7^0, sous argon, (0,322 nunol) du TBPP. Le 
5 mtenge est malntenu 1 heure d -78**C. pub ramen^ d 0**C. On ajoute une solution de bicariranate saturte 
ft 0^. Aprds extraction au dichlorDmithane. le produit isol6 est purifidsurcolonne de siice (6luant : MEOH- 
CH2Cl2:5/95). 

Rendement : R^ = -CHj-CHrCHj : % ; Rj = CH2-CH| : 8* % 



IS B) A una solution de naloxone (ou naltrexone) (1 »33 mmoQ dans le THF, on ajoute (1 ,33 mmol) de NaH. 
sous arigon d temperature ambtente. Apr^s 1 0 min, le TBPP (1 ,94 mmol) en solution dans le THF est ensulte 
addltionnd. Le melange est malntenu d temperature ambiante pendant 1 8 heures. Le mSme traitement que 
cehil utiltse dans la mdthode A penmet disoler lee produils recherchto avec de meDleurs rendements. 

Rendement : Rj = -CHj-CHrCH^ : 90 % ; R^ = CH^-CH | : 95 % 
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DescflpBon des cx)mpos6s : 



Pour Rj = -CHj-CHrCHj : 

IR (KBr) : i)(P=0) 12*5 cm"^ ; i) (C=0) 1725 cm"^ 
Pour Rj = -CHj-CH : 

IR (KBr) : D(P=0) 1250 cm"^ ; 0 (C=0) 1730 cm"^ 



Dfiprotectton 

40 

Dans le cas de la naltrexone dibenzyiphosphate, on pratique une hydrog6nolyse. H2/Pd dans MeOH, suivie 
dHine chromatographle sur rislns 6changeuse dlons. 
Rendement : 84 %. 

En raison de la double liaison allylique presents dans la nabxone, la debenzyiatlon se fiait par du t>romure 
45 de trim6thyls3yle, suivia dHine puriTication par chromatographle sur colonne D.E AE. Trisacryl,M. On trans* 
fcnma ensulte ce d6riv6 en phosphate disodique par passage sur une ri6$ine echangeusa d'lons. 
Rendement 1 68 %• 

Descig)fion des composes : 

50 

Pour Rj = -CH^-CHrCHj : 

IR (KBr) :l)(P=:0) 12^0 cm"^ ; l)(C=0) 1720 cm"^ 



IR (KBr) :1>(P=0) 1230 cm"^ ; >>(C=0) 1730 cm'^ 



Pour R^ = -CHj-CH 
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EXEIiPLE 5 : 



6 Preparation dQS d6rtv6s trfphosphatds de la naloxone et d« la naltroxono. 

La 3-monopho8phate da naloxone (ou naltrexone) (0^4 mmol) est convertl en sel da pyridlnium par pas- 
sage sur une colonne dchangeuse d'ions DOWEX 50X8 (forme pyridinlum). Le traitement de ta solution 
aqueuse ainsi obtenue par la triliutylamlne (0,48 mmol), suivi de plu^eurs co-6vaporatfons d Fatde de la pyri- 
dine sdche etde la d!ni6thylfonnamUe, abaattt au set de bis-tn'bu^ammonluin du monophosphate correspon- 
10 dant 

Ce sel est ensuite dissous dans la dim^thylformamide, dans laquelle on ajoute (1,49 mmol) du 1,1'-car- 
bonyf-dumklazoie (CDI). Le melange rdactionnel est maintenu t temperature amblante. sous argon, pendant 
toute une nuiL Aprte eilmlnalion de fexeds de CDI par addffion du methanol (1.98 mmol), on obtlent Tester 
acUv6. 

IS Le pyrophosphate mrasodlum d^cahydratd (1,19 mmol) est transfonnd en sel de tdtra-butylammonhnn 
con'espondant sous forme de gonune suivant le protocole identique d6crit pr6c6demment Ce dernier, dissous 
dans la DMF, esl addttlonnd d Pester activ6 de depart La reaction est gardde pendant 45 heures. d tampeiature 
ambiante sous aigon. Aprds evaporation, le prodUit est purine par chromatographie echangeuse d'ione 
D.EAE.-Trisaciyl M (CHbCOCh) eiuee avec un gradient continu (0-0,5 M d^ine solution aqueuse d'ac6lata 

20 d'anmonlum). La firaction ainsi obtenue correspondant au prodult pur est lyophIIIs6e. Rendement : 50 %. 

routes les etapes de cette synthase ont ete contreiees par chromatographle sur couche mince da siltee 
(eiuant : alcool isoprppylique/^olution NH4OH 27 %Aeau : 6/3/1). 

Descripfion des composes : 

25 



i)(C=0) 1723 cm*^ 



V>(C=0) 1720 cnrt'*. 

35 



30 



Pour = -CH2-CH=CH2 : 
IR (KBr) : l)(P=0) 12^5 cm'* ; 



Pour R 



-CH*-CH 



CH-, 



IR (KBr) : ]>{P^O) 12'*0 cm"* ; 



EXEMPLE 6 : Preparation du e-g-naftrexol^phosphate, 

1) R6ductfan de la naltrexone en e-g-naltrexol (Selon Chatlen?e et a!., J.Med.Chein., 18, 490, 1975). 

40 

Une solution de naltrexone.HCi (Immol) dans 25 ml d'eau est traitee avec un minimum tfune solution de 
NaOH (320 mg dans 25 ml d'eau) Jusqu'd pH alcalln. Le melange alcalin est traite avec Tacide fonnamldme 
sulflnlque (4 mmol) dissous dans le resta de la solution NaOH utHisee precedemment Le melange reactionnel 
est aglte pendant une heuie d 85*'C, sous argon. 
45 On a|uste 9,8 avec qyelques d*une solution HCl (6N) et un tampon carbonate-bicarbonatB de sodium. 
Aprds extraction au dIchloromMane, le prodiHt I50I6 est purifie sur colonne de silice (eiuant: MeOH- 
CH^2 :6/85). Rendament : 73%. 



Description : 

RMN (CDCb) : 3.4M,68 ppm (fii, H6) ; 4.55 ppm (d, H5, J - 6 Hz) ; 6,55 et 6,70 ppm (2d, HI et H2, J » 
8 Hz). 



2) Phosphorylation parte tetrabenzyle tyrophosphate. 

A une soluUon du 6-p-nallreKOi (0,52 mmol) dans le THF, on ajoute (0,52 mmol) de NaH, sous argon. Le 
TBPP (0,79 mmol) en solution dans le THF est ensuite addltionne. Le mtiange rdactlonnel est maintenu toute 
une nuit e temperature amblante. Le mfime traitement que celul mentionne dans la mettiode A pen(net d%oler 
le 6-^naltrexol-3-dibenzylphosphate avec un rendement de 60%. 
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Description : 

5 RMN (CDa^) : 3,36-3.49 ppm (m. H6} ; 4.50 ppm (d, H5. J = 6.20 Hz) ; 5.13 et 5.20 ppm (2d, PhCHsO, J 8,2 
Hz) ; 6»57 ppm (d. HI, J » 8 Hz) ; 6.90 ppm (d. H2, J » 8 Hz) et 7,24-7^ ppm (m, H aromatiques). 

3) D6proteclton 

10 On piafique une hydrogdnolyse, H2^Pd dans MeOH, sufvte tfune chromatographie eur une r6sine dchangeuse 
dions. Rendement : 77%. 

Peacription : 

15 iR(KBr):v(P=O)1240airi. 

Lee Gomportemenis biologlquee de certains compos^e chimlques ont 6t6 ensute 6hidi6a 

EXEMPLE7 ; 

20 Dans un premier ten^, on a appr6ci6 lea rendements d'intemalisatbn de 5 composes selon Pinvention, 
d6riv6s de la naloxone ou de la naltrexone. Lea rfisultats sont pr^sentds dans le tableau I. 

25 
90 
35 
40 
45 
30 
«5 
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Tableau I x R^guUata d' encapsulation dsm prodrowaa ^tudiAaa 
jiaoa iAa qlobulea rouqea. 





f 

s 
1 


Rdt 
Encap 


Rdt 
Hta 


Rdt 
Hb 


Rdt i 
Glob ; 




i Na1.3.MP. 
i (0M».ONa) 


60X 


73% 


84X 


66X \ 


t5 


i NaU.3.MP. 
i (OMe.ONa) 


62X 


71X ai» 


aex { 




J Na1.3*MP. 
i (2Na) 


5&X 


83X 


86X 


75X i 


20 


i Na1t.3.MP. 
} (2Na} 


72% 


75X 


71X 


sax ; 


25 


1 Na1.3;14. 
i di sulfate 


7%% 


BZ% 


62% 


69X i 




i Nalt.3;14. 
i disulfata 


5i% 


7A% 


71X 


eax i 




i Mai. 3. TP. 


Zl% 


79% 


76X 


e4x { 




iNa1t.3.TP. 

i 


Z4% 


SOX 


86X 


93X i 











NomanelaturQa 



Nal. : naloxona 
Nalt. : naltroxone 

3.HP.(OHe»0Na) : 3 monophosphate (OMe,ONa) 
^ 3.MP.(2Na) : 3 monophosphate (2Na) 
3. TP. : 3 triphosphate 

Rdt encap : rendement d 'encapsulation 
Rdt Hte : rendement en h^matocrite 
45 Rdt Hb : rendement en htooglobine 
Rdt Glob : rendement globulaire 



50 EXEMPLEa; 

Ces composes ont 6\& 6galement testes pour leur absorption membranaire et stabifitd drythrodtalre et plas- 
matique. 

Les rtsuftats sont pr63dnt63 dans le tableau II : 
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Tableau II ^ Cftragt^ristlgyga doA moi^euies ^tudi4#g 
atfwrptiQn fngmbranalro si stabilH^ ^rvthroevtair^ et oias* 
matlflw. 



fo i Adsorption Stability dans ^ GR charges : i 

i memdranaire h^molysat s^rum frais Incubation 24hi 

i a Hto 4SX 4-C 37*C 37*C Fuita extra- i 

I callulaire j 



fS 


1 














4-C 


37-C i 


1 


Nal.a.MP. 
(OMa.ONa) 


10X 






+ 




6X 


40X i 

1 


20 


i 


Nalt.a.MP. 
(OMe.ONa) 


10X 


+ 






+ 


5X 


40X ; 
I 




1 
i 


Nal.3.MP. 
(2Na) 


0% 


+ 








tx 


12X ; 

i 


25 


1 
1 


Na1t.3.MP. 
(ZNa) 


22% 








«a 


IX 


12X \ 
\ 




i 


Nal .3; 14.. 
disulf ato 


34X 










5X 


SOX i 
t 


ao 


i 
1 


Nalt.3;14. 
disulf at« 


40X 










t5X 


70X i 




1 
1 


Na1.3.TP. 


22% 








*b 


OX 


OX i 

1 


3S 


i Nalt,3,TP. 

i 


22% 


+ + 


+ 


*c OX 


ox J 

1 


40 


+ 


: atabla. 

: stability 


cans 


le sdrum frais 


4 37*G 


au do 


24h : on 



ne r9trouv# que d ^ t2X, 7dX et aSX ds la Quantity de depart 
dans la serum respect ivement pour (a), Cb) et (c). 
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EXEMPLE9 : 

CriUage in vitro de d6riv6s de la nafoxone et (a naltrexone en tant que r^ands oplddes de type }i ou k. 
50 AirffTtaux 

Lea anIinauK utiteds sont des laplns nte-z6landais d'environ 1500 g et des cobayea tricolorea d'environ 
300 g. 

55 Fraction membranalre bmte 

La preparation utBisde est une fraction membranaire brute obtenua k partirde tissu ftais (ceivelet de lapin, 
oervelet de colMye) par une mdthode standard dliomogfindiaation et da centrffugatlon diffiSrentiella. La sua- 
pension finale est en tampon trie-HCI (50 mM, pH 7 A) et conlient environ 5 mg de protAlne par ml. 
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Radfof^and 

5 I15,16(n)-*H] diprenorphine k 25-90 Ctfmmol (Amersham Intemattenal ptc, Amereham, Angletarra). 
Experiences de competition 

Radldigand (0;3 pmol) de PH] diprenorphine et fraction membranaire bmte (0^ mg da proteina) sont incu- 
10 bfis pendant 1 hem & 25»C dans un vohime final de 1.0 ml en tampon Tris-HO (50 mM, pH 7.4) : 
(i) en absence de touts drogue comp£tltrioe , 

en presence de 12 concentrations crolssantes de la nouveBe drogue et. 
en presence de 10 ^mol/l da diprenorphine non radloacSve. 
Le contenu de chaque tube estensuite rapldementfBtre (sous vide) surdisques de fibre de venre (Whatman 
18 GF/B) disposes sur un Jeu de rampes de filtration MBIipore modeie 1 225. Les filb^s sont rinces avec 2 x 3 ml 
de lanvon froid (C>-2°C) puis seches sous une lampe IR pendant 15 minutes. La radioadivSe de diaque filtre, 
dans 3 ml de cocktaB Ready^sd MB (Beckman) est comptee avae un compteur & scfinfaHation llqulde Kontron 
modeteMR300. 

20 Analyse des donnees 

A partir des parametres mesuT6s, 8 est ensuite calcuie les differentes constantes Kx pour les sites consh 
d^es. 

Dans le tableau III figurent les param6tres caract6risliques de PinhiWtlon par la naloxone, la naltrexone et 
25 par leurs d6riv6s -3-ph05phate, -phosphate (OMe), -3-triphosphate, -3-sulfatB et -3,14-disuffate de la liaison 
e requillbre de la (^H) diprenorphine (0.3 nmoW) dans une fraction membranaire brute de cervelet de iapin (sftes 
opioldes de type )i) et dans une fraction membranaire brute de cervelet de cobaye (sites opioides de type fc)- 
Ces valeurs ont ete calcuiees & partir des vateurs mesurees des concentrations CI.50 de drogue inhlbant 
de 50 % la liaison. & requllibre de (3H) diprenorphine utHisee e la concentration fbce de 0;3 nM. 
30 La valeur de K est d'autant plus falble que Taffirate du compose chimique pour le site de fbcation est grande. 
On peut ainsi noter que les derives 3-phosphates ont conserve une exceUenta affinite apparente pour les 
sites opIoMes ji et k. La nakuome 3-phosphate semUe mftme avoir une activlte legerement plus eievee que 
la naloxone pour les deux types da sites optovdes. 
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5 Rttvondlcations 

1. D^rivd destind d rencapsidation dans les Erythrocytes d'un compost biologkiuemsnt actif hydrophobe 
caractdrisd en ca quH est oonstituS dudit oompos6 btdogiquement actif coupld choniquement d un grou- 
pement chfanique k caractdre r^rophle, pat un Mmeni da Iiatson qui est dhrd par les en2^e3 lysoso- 
10 mlales etfou plaanatlquas mate qui est stable dans les 6rythrocyte& 

2- Ddrlvd salon la revendlcation 1 , caract6risd en ce que te groupement chimlque h caracttee hydrophOe eat 
una chaihe contenant un ou ptusieurs sucrea ei/ou un ou plusleuis amino-acldes. 

f 5 3b D6rtv6 salon la revendlcation 1 , caracl6ris6 en ce que la groupenient chintique d caraddre hydrophUa est 
un radical sulfate, phosphate ou polyphosphate. 

4. DM/6 selon la revendlcation 1 ou 3, caract6fb6 en ce qu'3 est repri6sent6 par la formula I 



25 



30 




dans laquelle : 

- soit At repr6seniB le groupement OH et A2 est I'atome dTiydrog^ne, soil At et A2 ensemble avec 
ratome de carbone auxquets tis sent rattachds fomnent un groupement carbonyte 

- R| repr6sente un groupement -CHj-CH^Ha ou 
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- OR2 repi^sente un groupement sulfate ou un groupement phosphate ou polyphosphate de formula 
II: 

so 
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dans laquella : 

. R4 est dioisi parmi un alkoxy en C|^, OH et ses eels alcalhs, 
5 . X un cation alcaiin et de pr6f6rence Na^ 

. n reprfoentB un entferde 1 d 3, et 
- ORs reprdsente OH ou un groupenmnt sulfate h ta conditione que si Ri reprdsenta -CHrCH^CHj et 
A un groupement CHOH, OR2 et/ou OR, sont diffSrents tfun groupement suffate. 

10 6. Ddrivd selon la revendlcation 4» caract^risd en ce quil correspond d la fomiule I dans laquefle OR3 reprd- 
sente un groupement OH, et OR2 un groupement phosphate ou polyphosphata de fonnule 11. 

6. Ddriv6 seSon la revendlcation 4 ou 5 caract6ris^ en ce quTI pi^sente en outre une afftiit6 apparente aatis- 
ftHsante pour lea sites opIoKles (I et k. 
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7. Composddftfonnulal: 
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(I) 



dans laquelle ; 

- sdt At lapF^sente te groiq>ement OH et A2 est Tatome d'hy<frog&ne, soft Af et A2 ensemble avec 
t'atome de carbone auxqueis ils sont lattach^s forment un groupement carbonyle (OO), 

- Rf reprfeente un groupement -CH2-CH=CH2 ou 
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•CH2-CH 



CH^ 



- OR2 reprfeente un groupement sulfate ou un groupement phosphate ou potyphosphala de fbrmule 
II: 



50 



O \ 



(II) 



55 



dans laquelle : 

. R4 est choisi pamu un alkoxy en OH et ses sels aloalins, 
. X un cation alcaiin et de pr^rence He*', 
. n repnfi sente un entier de 1 ^ 3, et 
- ORa reprftsentB OH ou un groupement sulfate k la conditions que si R| reprdsente -CHrCH'^^^ ^ 
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A un groupement CHOH. OR2 et/ou OR3 sont diftemnts d'un groupement sulfate. 

8. Composd selon la revendication 7, caract^sd en ce qull oorrespond d la fbnnute I dans laquelle OR3 reprd- 
sente un groupement OH. et 01^ un groupement phosphate ou polyphosphate de fomiule IL 

9. Composd selon la revendication 7 ou 8, camMna^ en ce qu*! prtsenta en outre une afRnitfi apparenta 
satlsfalsante pour les sites opbtdes }i et k. 

10. Compodtion pharniaceutique caract6ris6e en ce qu'eOe consent d tftre de prinoipe actir au molns un d6iSv6 
selon rune des revendicatlons 1 £i 6. 

11. Erythrocyte re8ce!I6p caractdrlsd en ce qu'il oontient au nwins un d6riv6 selon Tune des revendicatlons 1 
£16. 
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